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1. Einleitung: 
 
 
1.1 Aminoglycosidantibiotika:  
Aminoglycosidantibiotika werden im klinischen Alltag häufig 
angewandt. Wegen ihrer chemischen Stabilität, des bakteriziden 
Effektes und der synergistischen Wirkung mit  Betalaktam-
Antibiotika sind sie gut wirksam. Außerdem ist ihre Anwendung 
kostengünstig. Gentamicin ist ein Vertreter der 
Aminoglycosidantibiotika und wird unter anderem bei der 
Behandlung schwerer bakterieller Infektionen der Lunge, des 
Abdomens oder des Urogenitaltraktes eingesetzt.  
Häufige Probleme, und damit dosislimitierende Faktoren bei der 
Anwendung von Aminoglycosiden, sind die bekannten 
Nebenwirkungen: Mit einer Inzidenz von bis zu 20% werden vor 
allem Nephro- und Ototoxizität beobachtet, da 
Aminoglycosidantibiotika insbesondere in der Niere und im Innenohr 
akkumulieren [Bennett 1997, Palmer et al. 2003]. Aminoglycoside 
haben eine geringe Plasmaproteinbindung (<10%) und werden frei 
glomerulär filtriert [Kaloyanides 1984], ohne im Körper metabolisiert 
zu werden. Etwa 10% des parenteral verabreichten Antibiotikums 
akkumuliert im Nierenkortex. Dort verursachen Aminoglycoside eine 
Schädigung der Zellen des proximalen Tubulus. Dazu gehören sowohl 
strukturelle Veränderungen als auch funktionelle Beeinträchtigungen 
der Plasmamembranen, Mitochondrien und Lysosomen [Lopez-Novoa 
et al. 2011, Mingeot-Leclercq et al. 1999]. Nachdem die 
Aminoglycosidantibiotika, also auch Gentamicin, glomerulär filtriert 
wurden, werden sie ausschließlich in den Epithelzellen des 
proximalen Tubulus, insbesondere im S1 und S2 Segment, aber nicht 
in den distalen Abschnitten des Nephrons retiniert [Silverblatt et al. 
1979, Vandewalle et al. 1981].  
 8 
Die nephrotoxische Wirkung von Aminoglycosidantibiotika äußert 
sich nach mehrtägiger Gabe klinisch durch einen progredienten 
Kreatininanstieg im Serum  und eine verminderte 
Harnkonzentrationsfähigkeit der Niere. Das Nierenversagen ist meist 
nicht oligurisch, oft sogar polyurisch. Des Weiteren kann es durch 
Aminoglycosidantibiotika zu einer vermehrten Ausscheidung von 
Aminosäuren, Glukose, Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium 
kommen. Insbesondere eine dosisabhängige Hypermagnesiurie wird 
frühzeitig nach dem Start einer Behandlung mit Aminoglycosiden 
beobachtet und ist reversibel, sobald die Aminoglycosidgaben beendet 
werden [Alexandridis et al. 2003, Parsons et al. 1997]. 
Vorangegangene Studien an Ratten zeigen, dass bereits 30 Minuten 
nach der Perfusion einer Niere mit Gentamicin bzw. drei Stunden 
nachdem Ratten Gentamicin verabreicht wurde, eine gesteigerte 
Ausscheidung von Magnesium und Calcium im Urin beobachtet 
werden kann. Die Ratten haben eine Hypomagnesiämie und 
Hypocalciämie lange bevor andere Zeichen der Nephrotoxizität 
erkennbar sind oder gar strukturelle Nierenschädigungen sichtbar 
werden [Lopez-Novoa et al. 2011].  
Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen für den renalen 
Verlust von Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium durch 
Gentamicin wurden zuvor noch nicht untersucht.  
 
 
1.2 Salztransport in der Niere:  
Die renale Salzreabsorption erfolgt größten Teils im proximalen 
Tubulus. Dort werden circa zwei Drittel des glomerulär filtrierten 
Salzes rückresorbiert. Apikal erfolgt der Salztransport hauptsächlich 
über den Typ 3 Na+ / H+ Austauscher (NHE3) [Aronson et al. 1996], 
aber auch über den Typ 2 Na-Pi Kotransporter [Biber et al. 1996, 
Murer et al. 1998] (Abbildung 1 und Abbildung 3). Wie in allen 
renalen Tubulussegmenten ist auch im proximalen Tubulus die Na-K-
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ATPase basolateral stark exprimiert [Kashgarian et al. 1998] und 
spielt eine wichtige Rolle für die Salzreabsorption entlang des 
Nephrons (Abbildung 2 und Abbildung 3).  
 
 
Abbildung 1: Expression von NHE3 und NaPi-2 entlang des Nephrons.  
 
Im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (TAL) sind folgende 
Salztransporter die Schlüsselproteine für die aktive 
Salzrückresorption: Der Bumetanid- bzw. Furosemid-sensitive Na-K-
2Cl Kotransporter (NKCC2) [Ecelbarger et al. 1996, Nielsen et al. 
1998, Xu et al. 1994], der NHE3 und die Na-K-ATPase. Kaliumionen 
rezirkulieren über den apikalen Kaliumkanal Kir 1.1 (ROMK) in das 
Tubuluslumen [Giebisch et al. 1996, Hebert et al. 1997]. Chlorid wird 
basolateral durch die ClC-Kb Chloridkanäle reabsorbiert [Waldegger 
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et al. 2000]. Durch das Zusammenspiel von NKCC2, ROMK, ClC-Kb 
und der Na-K-ATPase entsteht im dicken aufsteigenden Teil der 
Henle-Schleife ein transepitheliales lumen-positives 
Spannungsgefälle. Dieses Spannungsgefälle fördert die passive 
Rückresorption von Magnesium und Calcium in diesem 
Tubulusabschnitt (Abbildung 3).  
Im distalen Tubuluskonvolut (DCT) erfolgt die Salzreabsorption 
apikal über den Thiazid-sensitiven Na-Cl Kotransporter (NCC) 
[Obermuller et al. 1995, Kim et al. 1998] (Abbildung 3).  
 
 
Abbildung 2: Expression der Na-K-ATPase, NKCC2 und NCC entlang 
des Nephrons. 
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Im Sammelrohr wird Natrium elektrogen (also ohne Chlorid) durch 
den apikalen (epithelialen) Natrium-Ionenkanal ENaC vom 
Tubuluslumen in die Zelle transportiert [Duc et al. 1994]. An der 
basolateralen Plasmamembran pumpt die Na-K-ATPase Natrium aus 
der Zelle in das extrazelluläre Interstitium und liefert somit die 
Antriebskraft für die apikale Natriumreabsorption. An Rattennieren 
konnte gezeigt werden, dass drei homologe Untereinheiten (α, β und 
γ) für das funktionelle ENaC Protein wichtig sind [Canessa et al. 
1994]. Sie sind exprimiert im späten distalen Konvolut, dem 
Verbindungsstück (CNT) und dem kortikalen (CCD) sowie äußeren 
medullären Sammelrohr (OMCD). Im inneren medullären 
Sammelrohr ist ihre Expression geringer [Hager et al. 2001, Schmitt et 
al. 1999].  
 
 
1.3 Magnesium- und Calciumtransport in der Henleschen  
     Schleife:  
Die Niere spielt eine entscheidende Rolle für die 
Magnesiumhomöostase. Im dicken aufsteigenden Teil der Henle-
Schleife wird ein Großteil, circa 70%, des glomerulär filtrierten 
Magnesiums rückresorbiert. Der Anteil des hier reabsorbierten 
Calciums beträgt circa 20%. Der Magnesium- und Calciumtransport 
erfolgt passiv, angetrieben vom lumen-positiven transepithelialen 
Spannungsgefälle. Zusammen mit Calcium wird Magnesium über das 
Tight Junction Protein Paracellin-1 (Claudin 16) reabsorbiert 
[Schlingmann et al. 2004] (Abbildung 3).  
 
 
1.4 Calcium- Sensing Rezeptor:  
Aminoglycosidantibiotika, darunter auch Gentamicin, sind funktionell 
polyvalente Kationen und somit in der Lage den Calcium-Sensing 
Rezeptor (CaSR) zu aktivieren [McLarnon et al. 2002]. Der CaSR ist 
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ein großes Glycoprotein und gehört zu der Superfamilie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren. Im dicken aufsteigenden Teil der 
Henle-Schleife ist der CaSR stark in der basolateralen 
Plasmamembran exprimiert [Riccardi et al. 1998] (Abbildung 3). Er 
wird durch extrazelluläres Calcium, Magnesium und andere 
polyvalente Kationen, wie zum Beispiel Aminoglycoside, aktiviert. 
Die Lokalisation des CaSR in der Niere lässt vermuten, dass er die 
Magnesium- und Calciumhomöostase durch die Regulierung der 
renalen Magnesium- und Calciumreabsorption bzw. –exkretion direkt 
beeinflussen kann. Darüber hinaus gibt es Belege für eine Verbindung 
zwischen dem Metabolismus von divalenten Kationen und Wasser 
(und Natrium). Eine Aktivierung des CaSR könnte über eine 
Hemmung der hormonstimulierten Bildung von zyklischem 
Adenosinmonophosphat (cAMP) und/oder anderen Calcium-
abhängigen Signalmechanismen die Natriumchlorid- und 
Wasserreabsorption im dicken Teil der Henle-Schleife und im 
Sammelrohr beeinträchtigen [Hebert et al. 1997, Sands et al. 1997].  
 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Transportmechanismen im 
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (TAL). 
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2. Zielsetzung: 
 
 
Ziel dieses Forschungsprojektes war es, die zugrunde liegenden 
molekularen Mechanismen der herabgesetzten 
Harnkonzentrationsfähigkeit der Niere und des renalen Verlustes von 
Natriumchlorid, Magnesium und Calcium in Verbindung mit 
Gentamicin aufzuzeigen.  
Insbesondere überprüften wir die Hypothese, dass Gentamicin eine 
herabgesetzte Expression von NKCC2 verursacht. Dies wiederum 
bewirkt eine Reduktion des lumen-positiven transepithelialen 
Spannungsgefälles im dicken Teil der Henle-Schleife und folglich 
eine verminderte passive parazelluläre Reabsorption von Magnesium 
und Calcium in diesem Teil des Nephrons.  
Diese Hypothese ist vereinbar mit dem klinisch und experimentell zu 
beobachtenden renalen Verlust von Magnesium und Calcium durch 
die Gabe eines Schleifendiuretikums wie zum Beispiel Furosemid 
(pharmakologische Hemmung des NKCC2) [Quamme 1981].   
 
Um diese Hypothese zu überprüfen, führten wir zwei Tierexperimente 
durch. Im ersten Tiermodell verwendeten wir eine relativ hohe Dosis 
von Gentamicin (80 mg/kg/d), die dafür bekannt ist eine Schädigung 
des proximalen Tubulus zu verursachen und unter anderem mit einer 
Glukosurie einhergeht. In einem zweiten Tiermodell verabreichten wir 
eine moderate Gentamicindosis (40 mg/kg/d). Frühere Studien 
zeigten, dass es bei dieser Dosierung zu keiner Glukosurie, aber 
weiterhin (wie auch im ersten Tiermodell) zu einer gesteigerten 
Exkretion von Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium sowie zu 
einer verminderten Konzentration des Urins kommt.  
 
Insbesondere suchten wir nach möglichen Veränderungen: 
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1. Der Expression der wichtigsten renalen Salztransporter entlang 
des Nephrons und des Sammelrohrs: NKCC2, NHE3, Na-K-
ATPase, NCC und ENaC (α-, β- und γ-Untereinheit).  
2. Der Expression von ROMK und des Calcium-Sensing Rezeptors, 
insbesondere im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife. 
3. Der Exkretion von Natrium, Magnesium und Calcium im Urin 
sowie der Urinkonzentration.  
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3. Material und Methoden: 
 
 
3.1 Protokolle der Tierexperimente:  
Die Tierexperimente wurden geprüft und bewilligt von den jeweiligen 
Ausschüssen des Institutes für Anatomie und des Institutes für 
klinische Medizin der Universität Aarhus, Dänemark, gemäß der vom 
dänischen Justizministerium erteilten Lizenz für die Durchführung 
von Tierexperimenten.  
 
Protokoll 1: 
Für die Tierexperimente verwendeten wir männliche Hannover-Wistar 
Ratten (225-226 g, Møllegard Breeding Centre, Ry, Dänemark). 
Beginnend mit Tag 1 injizierten wir Gentamicin (n=10) einmal täglich 
intramuskulär über sieben Tage (1x80 mg/kg Körpergewicht/d, 
Hexamycin, Durascan Mediacal Products A/S, Odense, Dänemark, 
Vnr. 089540). Die Kontrollratten (n=7) erhielten nur das Vehiculum 
(i.e. steriles NaCl 0,9%, intramuskulär).  
Alle Ratten wurden mit einem Standardnagetierfutter gefüttert 
(Altromin No. 1324, Lage, Deutschland) und hatten jederzeit freien 
Zugang zu Trinkwasser. In der Kontrollgruppe erhielten die Ratten die 
Menge Futter, die der mittleren Nahrungsmenge des Vortages der mit 
Gentamicin behandelten Ratten entsprach (so genanntes „pair-
feeding“). Dadurch wurde die Menge der aufgenommenen Nahrung 
zwischen den beiden Gruppen angepasst.  
Die Ratten wurden während des gesamten Experimentes in 
Stoffwechselkäfigen gehalten (Abblidung 4). Somit konnten wir die 
Urinausscheidung sowie die Nahrungs- und Trinkwasseraufnahme 
über 24 Stunden quantifizieren. Ebenfalls ermöglichte diese Haltung 
das Sammeln von Urinproben zum Messen von Na+, K+, Cl-, PO43-, 
Mg2+, Ca2+ gesamt, Kreatinin, Harnstoff, Osmolalität und Glukose. 
Das Körpergewicht der Ratten  wurde täglich dokumentiert.  
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Abbildung 4: Stoffwechselkäfig („metabolic cage“), in dem eine Ratte 
gehalten wird. Die Ratte sitzt auf einem Gitter. Durch ein besonderes 
Trichtersystem können Urin und Stuhl separat aufgefangen werden. So kann 
die Ausscheidungsmenge bestimmt, sowie Proben für weitere Analysen 
gewonnen werden. Durch den Futtercontainer mit Nagetiernahrung in 
Pulverform und die Wasserflasche mit Auffangbehälter kann die Nahrungs- 
und Wasseraufnahme abgemessen werden.  
 
Sieben Tage nach Behandlungsbeginn mit Gentamicin bzw. 
Vehiculum wurden die Ratten getötet, um Proben für Western Blots 
und Immunhistochemie zu erhalten. Alle Ratten wurden mit Isofluran 
(Forane, Abbott Laboratories, Gentofte, Dänemark), einem volatilen 
Anästhetikum, anästhesiert. Anschließend wurde eine große 
Laparatomie vorgenommen. Aus der Vena cava inferior wurden 
Blutproben für die Bestimmung von Na+, K+, Cl-, PO43-, Mg2+, Ca2+ 
gesamt, Kreatinin, Harnstoff und Osmolalität gewonnen. Die rechte 
Niere wurde rasch entfernt und seziert. Somit erhielten wir Präparate 
des Nierenkortex zusammen mit dem äußeren Streifen des äußeren 
Marks (Kortex), dem inneren Streifen des äußeren Marks (inner stripe 
of outer medulla, ISOM), und des inneren Marks. Diese Präparate 
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wurden umgehend für spätere Western Blot-Analysen aufbereitet (wie 
unten beschrieben). Die linke Niere wurde mittels retrograder 
Perfusion fixiert (wie unten beschrieben).   
 
Protokoll 2: 
Wir führten ein zweites Tierexperiment mit Gentamicin behandelten 
Ratten (n=10) und Kontrolltieren (n=7) durch. In diesem Tiermodell 
war der Aufbau der gleiche wie in Protokoll 1, mit dem Unterschied, 
dass die mit Gentamicin behandelten Ratten nun eine niedrigere Dosis 
intramuskulär erhielten (1x40 mg/kg Körpergewicht/d, Hexamycin, 
Durascan Mediacal Products A/S, Odense, Dänemark, Vnr. 089540). 
Die Kontrollratten erhielten nur das Vehiculum (i.e. steriles NaCl 
0,9%, intramuskulär).  
 
 
3.2 Clearancestudien und Uringlukosemessung:  
Wir führten Clearanceuntersuchungen über die letzten 24 Stunden der 
Experimente in Protokoll 1 und Protokoll 2 durch. Am letzten Tag der 
Tierexperimente wurde allen Ratten  jeweils 2 ml Blut unter 
Inhalationsanästhesie mit Isofluran abgenommen. Das Blut wurde in 
ein heparinisiertes Röhrchen für die weitere Bestimmung der 
Plasmaelektrolyte und der Plasmaosmolalität gegeben. 
Plasmakonzentrationen von Natrium, Kalium, Magnesium, 
Gesamtcalcium, Kreatinin sowie die Kreatininkonzentration im Urin 
wurden anschließend gemessen (Vitros 950, Johnson & Johnson, 
Raritan, NJ, USA). Die Konzentrationen von Natrium, Kalium, 
Magnesium, Gesamtcalcium im Urin wurden mittels 
Flammenphotometrie bestimmt (Eppendorf FCM6341, Eppendorf-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburg). Die Osmolalität von Plasma und 
Urin bestimmten wir durch das Standardverfahren der 
Gefrierpunktserniedrigung (Advanced Osmometer, model 3900, 
Advanced Instruments, Norwood, MA, USA und Osmomat 030-D, 
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Gonotec, Berlin). Glukosespiegel im Urin wurden qualitativ mit dem 
Multistix (Bayer, Bayer Denmark, Lyngby, Dänemark) bestimmt.  
 
 
3.3 Semiquantitative Western Blot-Analysen:  
Der sezierte Nierenkortex (der Gewebe aus Kortex und dem äußeren 
Streifen des äußeren Nierenmarks enthält), der innere Streifen des 
äußeren Marks und das innere Mark wurden in eiskalter 
Isolationslösung homogenisiert (Ultra-Turrax T8 homogenizer, IKA 
Labortechnik, Staufen). Diese Isolationslösung enthielt 0,3 M 
Sucrose, 25 mM Imidazol, 1 mM Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA), 8,5 µM Leupeptin, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
(PMSF), pH 7,2. Die Homogenate wurden bei 4° Celsius mit 4000 g 
zentrifugiert, um noch vollständige Zellen, Zellkerne und 
Mitochondrien zu entfernen. Der Überstand wurde abpipettiert und 
auf Eis gekühlt. Anschließend wurde die Gesamtproteinkonzentration 
gemessen (Pierce BCA protein assay reagent kit, Pierce, Rockford, IL, 
USA). Um in allen Proben die gleiche Proteinkonzentration zu 
erhalten, wurden die Proben entsprechend mit Isolationslösung 
angeglichen. Danach lösten wir alle Proben in einer Pufferlösung, die 
Natriumdodecylsulfat enthält, und lagerten sie anschließend bei –20° 
Celsius. Um die gleiche Proteinkonzentration der einzelnen Proben 
sicherzustellen, färbten wir ein Gel mit Coomassie Blau zur 
Quantifizierung des Proteingehaltes der einzelnen Proben. Für die 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese („SDS-
PAGE“) verwendeten wir 9%- und 12%-Polyacrylamidgele. Der 
Proteintransfer erfolgte durch Elektrophorese (BioRad Mini Protean 
II, Bio-Rad Laboratories GmbH, München) auf 
Nitrozellulosemembranen (Hybond ECL RPN3032D, Amersham 
Pharmacia Biotec, Little Chalfont, UK). Anschließend erfolgte die 
Blockung der Blots mit Milchpulver 5% in PBS-T (80 mM Na2HPO4, 
20mM NaH2PO4, 100 mM NaCl, 0,1% Tween 20, pH 7,5) für eine 
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Stunde. Danach inkubierten wir die Membranen mit dem 
Primärantikörper bei 4° Celsius über Nacht. Anschließend wurde die 
Antikörper-Antigen-Reaktion mit einem Meerrettichperoxidase 
konjugierten sekundären Antikörper (P447 oder P448, verdünnt 
1:3000; DAKO, Glostrup, Dänemark) und Chemolumineszenz (ECL 
oder ECL + plus) sichtbar gemacht und photographische Filme 
(Hyperfilm, ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) 
entsprechend belichtet. Die richtige Bandengröße wurde mit Hilfe 
eines Molekulargewichtmarkers ermittelt (Precision Plus Protein 
Standards, All Blue, Catalog No. 161-0373, BioRad). Die Dichte der 
Banden wurde densitometrisch quantifiziert; zuvor wurden die Filme 
eingescanned. Die Messergebnisse sind als relative Menge zwischen 
den Gruppen dargestellt. ECL Filme mit Banden im linearen Bereich 
wurden mit einem AGFA Scanner (ARCUS II) eingelesen. Die Dichte 
der Banden wurde mit Hilfe der Densitometrie der parallel 
angefertigten und mit Coomassie gefärbten Gele korrigiert.  
 
 
3.4 Immunhistochemie:  
Nachdem die Ratten anästhesiert waren, wurde die Aorta abdominalis 
kanüliert. Darüber wurde retrograd Fixationslösung perfundiert, 
während ein Ausfluss durch Eröffnen der Vena cava inferior 
geschaffen wurde. Zunächst wurde das Blut mit kalter 
phosphatgepufferter Kochsalzlösung (phosphate-buffered saline, PBS, 
pH 7,4) aus den Nieren für 15 Sekunden herausgespült, dann 
wechselten wir zu kaltem Paraformaldehyd 3% in 0,1 M 
Cacodylatpuffer (pH 7,4) für 3 Minuten. Anschließend wurde die 
Niere entfernt und in 2 bis 3 mm dicke transversale Stücke 
geschnitten, die sofort für eine Stunde in oben genannte 
Fixierungslösung getaucht wurden (Immersionsfixation). Danach 
folgte dreimaliges Waschen für jeweils 10 Minuten mit 0,1 M 
Cacodylatpuffer (pH 7,4). Anschließend wurde den Gewebestücken 
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durch  abgestufte Ethanollösungen Wasser entzogen. Daraufhin 
lagerten wir sie über Nacht in Xylen. Nach Einbetten in Paraffin 
fertigten wir 2 µm Schnitte mit einem Rotationsmikrotom (Leica 
Micorosystems A/S, Herlev, Dänemark) an.  
 
 
Abbildung 5: Perfusionsfixation; man sieht die Kanüle in der Aorta 
abdominalis, über die die retrograde Perfosionsfixation erfolgt. Das Blut 
wird über die eröffnete Vena cava inferior herausgespült. Unter der nach 
oben geklappten Leber sieht man die bereits blutleere und mit 
Fixationslösung perfundierte linke („weiße“) Niere. Durch dieses Verfahren 
erhält man eine wesentlich bessere Qualität der histologischen Präparate im 
Vergleich zur alleinigen Immersionsfixation. Über einen Trichter inhalierte 
die Ratte Isofloran und Sauerstoff. 
 
Die histologischen Schnitte wurden mit Xylen entwachst und in einer 
abgestuften Reihe von Ethanolbädern rehydriert. Die endogene 
Peroxidaseaktivität der histologischen Schnitte blockierten wir mit 
H2O2 in reinem Methanol für 10 Minuten. Anschließend tauchten wir 
die Präparate in eine „Target Retrieval Solution“ (1 mml/l Tris, pH 9,0 
mit 0,5 mM Ethylenglycol-bis (b-Aminoethylether) und erhitzten sie 
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für zehn Minuten in einer Mikrowelle. Um unspezifische 
Antikörperbindungen zu reduzieren, versetzten wir die Schnitte nach 
dem Abkühlen mit NH4Cl in PBS für 30 Minuten, gefolgt von 3x10 
Minuten „PBS blocking-buffer“ (1% Rinderserumalbumin, 0,05% 
Saponin und 0,2% Gelatine). Danach inkubierten wir die 
histologischen Schnitte bei 4° Celsius über Nacht mit dem primären 
Antikörper. Dieser Antikörper wurde zuvor verdünnt mit PBS mit 
0,1% Rinderserumalbumin und 0,3% Triton X-100. Am nächsten 
Morgen wuschen wir die Präparate dann 3x10 Minuten mit PBS-
Waschpuffer (0,1% Rinderserumalbumin, 0,05% Saponin und 0,2% 
Gelatine). Dann folgte über eine Stunde die Inkubation mit dem 
Meerrettichperoxidase konjugierten sekundären Antikörper (goat anti-
rabbit immunglobulin, DAKO A/S, Glostrup, Dänemark). Nach 3x10 
Minuten Spülen mit PBS-Waschpuffer wurde  die Antikörper-
Antigen-Reaktion mit einem braunen Chromogen sichtbar gemacht. 
Dies erfolgte durch zehnminütige Inkubation mit 0,05% 3, 3’-
Diaminobenzidin Tetrachlorid (DAB, Kem-en Tek, Kopenhagen, 
Dänemark), verdünnt in destilliertem Wasser mit 0,1% H2O2. Für die 
Gegenfärbung verwendeten wir Mayer’s Hämatoxylin. Nach erneuter 
Dehydrierung der histologischen Präparate befestigten wir die 
Deckplättchen der Objektträger mit einem hydrophoben Agens 
(Eukitt, O Kindler GmbH & Co, Freiburg). Für die Lichtmikroskopie 
verwendeten wir ein Leica DMRE (Leica Microsystems A/S, Herlev, 
Dänemark).  
Alle histologischen Präparate, die der mit Gentamicin behandelten 
Ratten und die der Kontrolltiere, wurden gleichzeitig verarbeitet.  
 
 
3.5 Primäre Antikörper:  
Wir verwendeten polyklonale Hasenantikörper, die bereits zuvor gut 
charakterisiert wurden, gegen folgende renale Salztransporter:  
NHE3 [Fernandez-Llama et al., 1998] 
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NKCC2 [BSC-1, Kim et al., 1999] 
NCC (TSC) [Kim et al., 1998] 
ENaC-Untereinheiten: α-ENaC, β-ENaC und γ-ENaC [Masilamani 
et al., 1999].  
 
Wir verwendeten einen monoklonalen Mausantikörper gegen: 
CaSR [Awata, et al., 2001]. 
 
Ein monoklonaler Mausantikörper gegen die 
α1-Untereinheit der Na-K-ATPase 
wurde freundlicherweise von Dr. D. M. Fambrough von der Johns 
Hopkins University Medical School zur Verfügung gestellt.  
 
 
3.6 Statistiken:  
Messwerte sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. 
Die Gruppen wurden mit Hilfe des unpaarigen t-Test verglichen.  
P-Werte < 0,05 betrachteten wir als signifikant.  
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4. Ergebnisse: 
 
 
4.1 Gentamicin senkt die Urinkonzentration und steigert die      
      Ausscheidung von Natrium, Kalium, Magnesium und  
      Calcium 
In beiden Studienprotokollen (Protokoll 1, Gentamicin 80 mg/kg/d 
und Protokoll 2, Gentamicin 40 mg/kg/d) wiesen alle mit Gentamicin 
behandelten Ratten signifikant erhöhte fraktionelle Exkretionen von 
Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium auf (Tabelle 1 und 2). 
Darüber hinaus zeigten in beiden Protokollen die mit Gentamicin 
behandelten Ratten eine erhöhte Urinausscheidung und eine 
erniedrigte Urinosmolalität (Tabelle 1 und 2), was auf eine 
verminderte Urinkonzentration hinweist.  
In Protokoll 1, 24 Stunden nach der letzten hoch dosierten Injektion 
von Gentamicin, wurden plasmatische Gentamicin-Talspiegel > 0,5 
µg/ml gemessen. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe trat bei mit 
Gentamicin behandelten Ratten eine ausgeprägte Glucosurie auf. Die 
mit 80 mg/kg/d Gentamicin behandelten Ratten hatten ebenfalls ein 
polyurisches Nierenversagen mit dreifach erhöhtem Plasmakreatinin 
und signifikant verminderter renaler Kreatininclearance. Tabelle 1 
fasst die funktionellen Daten von Protokoll 1 zusammen. 
In Protokoll 2 konnten keine messbaren Gentamicin-Talspiegel 24 
Stunden nach der letzten niedriger dosierten Gentamicingabe 
festgestellt werden. Weder die mit Gentamicin behandelten, noch die 
Kontrollratten in Protokoll 2 hatten eine Glukosurie. Die mit 
Gentamicin behandelten Ratten hatten eine signifikant erniedrigte 
Kreatininclearance, wenn auch weniger ausgeprägt im Vergleich zu 
Protokoll 1. Die Plasma-Kreatinin-Spiegel waren jedoch nicht 
signifikant erhöht im Vergleich zu den Kontrollen. Tabelle 2 fasst die 
funktionellen Daten von Protokoll 2 zusammen.  
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Tabelle 1: Funktionelle Parameter von Protokoll 1 
(Gentamicin 80 mg/kg/d) 
 
 
 
       GM (n=10)  Kontrolle (n=7) 
 
P-Gentamicin Talspiegel (µg/ml)     2,5 ± 0,5 **    <0,5 
 
U-Glukose-STIX (mmol/l)       22,2 ± 2,3 **             negativ 
 
CRCL (ml/min)          0,4 ± 0,05 **  1,2 ± 0,1 
 
Urinausscheidung (µl/min)       14,4 ± 1,7 **  6,9 ± 1 
 
P-Osm (mosm/kg H2O)        316 ± 2,3 **            305 ± 1,1 
U-Osm (mosm/kg H2O)        864 ± 72 **          2002 ± 300 
 
P-Cr (µmol/l)       109,6 ± 12,2 **                33,3 ± 1,9 
P-Na (mmol/l)       134,1 ± 1,4                 136,1 ± 1,4 
P-K (mmol/l)           4,3 ± 0,1   4,0 ± 0,2 
P-Mg (mmol/l)           1,4 ± 0,03 **  1,1 ± 0,05 
P-Ca gesamt (mmol/l)          2,7 ± 0,02 **  2,4 ± 0,03 
 
FE-Na (%)           1,8 ± 0,2 **  0,6 ± 0,05 
FE-K (%)       178,1 ± 19,9 **                66,8 ± 6,8 
FE-Mg (%)         23,9 ± 4,6 **  0,7 ± 0,1 
FE-Ca (%)           8,8 ± 0,9 **  0,4 ± 0,1 
 
U-Na/K          0,29 ± 0,01  0,3 ± 0,01 
 
 
CRCL, Creatinin-Clearance; FE-Ca, fraktionelle Exkretion von Calcium im 
Urin; FE-K, fraktionelle Exkretion von Kalium im Urin; FE-Mg, fraktionelle 
Exkretion von Magnesium im Urin; FE-Na, fraktionelle Exkretion von 
Natrium im Urin; GM, Gentamicin; P-Ca gesamt, Plasma-Gesamt-Calcium; 
P-Cr, Plasma-Creatinin; P-Gentamicin Talspiegel, Plasma-Gentamicin 
Talspiegel 24 h nach letzter Injektion; P-K, Plasma-Kalium; P-Mg, Plasma-
Magnesium; P-Na, Plasma-Natrium; P-Osm, Plasma-Osmolalität; U-
Glukose-STIX, Urin-Glukose gemessen durch Urin-STIX; 
Urinausscheidung, Sammelurin 24 h nach letzter Injektion; U-Osm, Urin-
Osmolalität; U-Na/K, Urin-Na/K-Ratio. 
Messwerte sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben.  
GM n=10, Kontrolle n=7.  
Messwerte wurden am letzten Tag des Experimentes (Tag 7) bestimmt.  
**P<0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Tabelle 2: Funktionelle Parameter von Protokoll 2 
(Gentamicin 40 mg/kg/d) 
 
 
 
       GM (n=10)  Kontrolle (n=7) 
 
P-Gentamicin Talspiegel (µg/ml)      <0,5      <0,5 
 
U-Glukose-STIX (mmol/l)          negativ             negativ 
 
CRCL (ml/min)          1,1 ± 0,1 **  1,4 ± 0,04 
 
Urinausscheidung (µl/min)       10,8 ± 0,7 **  7,2 ± 0,7 
 
P-Osm (mosm/kg H2O)        303 ± 1,4             302 ± 1,5 
U-Osm (mosm/kg H2O)      1359 ± 85 **          2103 ± 217 
 
P-Cr (µmol/l)         33,7 ± 3,8                       24,4 ± 0,6 
P-Na (mmol/l)       135,9 ± 0,4                 135,3 ± 0,6 
P-K (mmol/l)           5,2 ± 0,2 **  6,3 ± 0,2 
P-Mg (mmol/l)           0,9 ± 0,04  0,8 ± 0,03 
P-Ca gesamt (mmol/l)          2,3 ± 0,05  2,4 ± 0,1 
 
FE-Na (%)           0,8 ± 0,06 *  0,5 ± 0,1 
FE-K (%)         72,2 ± 8,6 **                  29,8 ± 6,1 
FE-Mg (%)         15,4 ± 1,1 **  1,8 ± 0,7 
FE-Ca (%)           2,3 ± 0,2 **  0,7 ± 0,2 
 
U-Na/K          0,37 ± 0,02           0,31 ± 0,02 
 
 
CRCL, Creatinin-Clearance; FE-Ca, fraktionelle Exkretion von Calcium im 
Urin; FE-K, fraktionelle Exkretion von Kalium im Urin; FE-Mg, fraktionelle 
Exkretion von Magnesium im Urin; FE-Na, fraktionelle Exkretion von 
Natrium im Urin; GM, Gentamicin; P-Ca gesamt, Plasma-Gesamt-Calcium; 
P-Cr, Plasma-Creatinin; P-Gentamicin Talspiegel, Plasma-Gentamicin 
Talspiegel 24 h nach letzter Injektion; P-K, Plasma-Kalium; P-Mg, Plasma-
Magnesium; P-Na, Plasma-Natrium; P-Osm, Plasma-Osmolalität; U-
Glukose-STIX, Urin-Glukose gemessen durch Urin-STIX; 
Urinausscheidung, Sammelurin 24 h nach letzter Injektion; U-Osm, Urin-
Osmolalität; U-Na/K, Urin-Na/K-Ratio. 
Messwerte sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben.  
GM n=10, Kontrolle n=7.  
Messwerte wurden am letzten Tag des Experimentes (Tag 7) bestimmt.  
*P<0,05, **P<0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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4.2 Renale Expression von NKCC2 
Wir untersuchten die renale Proteinexpression von NKCC2 im Kortex 
und inneren Streifen des äußeren Marks (ISOM) durch 
semiquantitiative Western Blot-Analysen. In Protokoll 1 war die 
NKCC2-Expression der mit Gentamicin behandelten Ratten im 
Kortex auf 51±7% im Vergleich zu den Kontrollen, P<0,05 
(Abbildung 6a und b, Tabelle 3) signifikant reduziert und im ISOM 
auf 57±7% vermindert im Vergleich zu den Kontrollen, P<0,01 
(Abbildung 6c und d, Tabelle 3). In Protokoll 2 war die NKCC2-
Expression in den mit Gentamicin behandelten Ratten 
dementsprechend herabgesetzt: Im Kortex auf 50±10% im Vergleich 
zu den Kontrollen, P<0,05 (Abbildung 6e und f, Tabelle 4) und im 
ISOM auf 60±10% im Vergleich zu den Kontrollen, P<0,05 
(Abbildung 6g und h, Tabelle 4).  
Übereinstimmend mit den Western Blots zeigte die 
Immunhistochemie der in Paraffin eingebetteten Nierenschnitte eine 
verminderte Immunperoxidasefärbung von NKCC2 in den mit 
Gentamicin behandelten Ratten.  In den Kontrollratten (Protokoll 1) 
war die ausgeprägte Immunperoxidasefärbung von NKCC2 mit den 
apikalen Plasmamembrandomänen im kortikalen TAL (Pfeile in 
Abbildung 7a) und im ISOM mit den apikalen 
Plasmamembrandomänen des medullären TAL (Pfeile in Abbildung 
7c) assoziiert. Im Gegensatz dazu war die Intensität der 
Immunperoxidasereaktion von NKCC2 bei den Ratten, die 
Gentamicin (80 mg/kg/d) erhalten hatten, im Vergleich zu den 
Kontrollen merklich reduziert, und zwar sowohl im kortikalen als 
auch im medullären TAL (Pfeile in Abbildung 7b und d). Ebenso war 
in Protokoll 2 (40 mg/kg/d Gentamicin) die Immunfärbung von 
NKCC2 bei den Ratten, die Gentamicininjektionen erhalten hatten, im 
Vergleich zu den Kontrollen im kortikalen und im medullären TAL 
vermindert (Pfeile in Abbildung 7e und g).  
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Abbildung 6:  
Semiquantitative Western Blots von Proteinhomogenaten aus Kortex 
und ISOM, jeweils von Kontrollen und mit Gentamicin behandelten 
Ratten, Protokoll 1 (Gentamicin 80 mg/kg/d) und Protokoll 2 
(Gentamicin 40 mg/kg/d).  
 
 
 
 
 
(a-d) In mit Gentamicin behandelten Ratten (Protokoll 1) war die NKCC2  
          Proteinexpression im Kortex und ISOM im Vergleich zu den    
          Kontrollen deutlich vermindert. 
(e-h) In mit Gentamicin behandelten Ratten (Protokoll 2) war die NKCC2  
          Proteinexpression im Kortex und ISOM im Vergleich zu den    
          Kontrollen signifikant vermindert. 
Die Messergebnisse (b, d, f und h) sind als relative Menge zwischen den 
Gruppen dargestellt. 
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Abbildung 7:  
Immunhistochemie von NKCC2 im cTAL und mTAL in Protokoll 1 
(Gentamicin 80 mg/kg/d) und Protokoll 2 (Gentamicin 40 mg/kg/d) . 
 
 
 
Durch Gentamicin wird die Immunperoxidasereaktion von NKCC2 
herabgesetzt: im cTAL (b und f, Pfeile) im Vergleich zu den Kontrollen (a 
und e, Pfeile) und im mTAL (d und h, Pfeile) im Vergleich zu den 
Kontrollen (c und g, Pfeile). MD, Macula densa; G, Glomerulus; Asterisk 
markiert den PT (Feld b und f); Pfeile markieren die 
Immunperoxidasereaktion von NKCC2 im cTAL und mTAL.  
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4.3 Renale Expression von NHE3 
Wir untersuchten mögliche Änderungen der NHE3-Expression im 
Kortex und ISOM. In Protokoll 1 zeigte die semiquantitative Western 
Blot-Analyse eine signifikant herunterregulierte Proteinexpression 
von NHE3 im Kortex der mit Gentamicin behandelten Versuchstiere 
auf 57±5% gegenüber den Kontrollen, P<0,01 (Abbildung 8a und b, 
Tabelle 3). Im Gegensatz dazu war die Expression von NHE3 im 
ISOM unverändert (Tabelle 3). In Protokoll 2 gab es zwischen den 
Gruppen keine signifikanten Unterschiede der Proteinexpression von 
NHE3 im Kortex (Abbildung 8c und d, Tabelle 4) oder ISOM 
(Tabelle 4).  
Die Immunhistochemie bestätigte diese Ergebnisse. In Protokoll 1, im 
Nierenkortex der Kontrollratten, war die Immunoperoxidasefärbung 
von NHE3 mit den apikalen Plasmamembrandomänen der proximalen 
Tubuli (Pfeile in Abbildung 9a) und des kortikalen TAL (Asterisk in 
Abbildung 9a) assoziiert. Die Immunhistochemie der mit 80 mg/kg/d 
Gentamicin behandelten Ratten zeigte eine verminderte Färbung für 
NHE3 in den proximalen Tubuli (Pfeile in Abbildung 9b), aber keine 
Änderungen der Immunfärbung im kortikalen TAL (Asterisk in 
Abbildung 9b). Lichtmikroskopisch imponierte ein Tubulusschaden 
und Zelltod bei Ratten, die Gentamicin erhalten hatten (Protokoll 1). 
Die Tubulusnekrose war besonders ausgeprägt in den gewundenen 
Abschnitten der proximalen Tubuli (Abbildung 7b und 9b), weniger in 
den geraden Abschnitten. Nekrotische Zellen waren von der 
Basalmembran gelöst und befanden sich im Tubuluslumen. Des 
Weiteren kam es zur Zerstörung des Bürstensaums (P in Abbildung 
9b) sowie fokal zum Verlust einzelner Zellen im proximalen Tubulus 
(P in Abblidung 9b). Im ISOM der Nieren der Kontrollen konnte eine 
NHE3 Immunperoxidasefärbung in den apikalen Domänen des 
medullären TAL (T in Abbildung 9c) und dem dünnen Teil der Henle-
Schleife demonstriert werden. Die Intensität der Immunfärbung für 
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NHE3 war in mit Gentamicin behandelten Ratten unverändert 
(Abbildung 9d) im Vergleich zu den Kontrollen.  
 
 
 
 
Abbildung 8:  
Semiquantitative Western Blots von Proteinhomogenaten aus dem 
Kortex. 
 
 
 
 
(a und b) In Protokoll 1 (Gentamicin 80 mg/kg/d) wurde die Expression von  
                 NHE3 durch Gentamicin herunterreguliert.  
(c und d) In Protokoll 2 (Gentamicin 40 mg/kg/d) blieb die Expression von  
                 NHE3 unverändert. 
Die Messergebnisse (b und d) sind als relative Menge zwischen den Gruppen 
dargestellt. 
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Abbildung 9:  
Immunhistochemie von NHE3 (PT, cTAL und mTAL) von mit 
Gentamicin (80 mg/kg/d) behandelten Ratten und Kontrollen. 
 
 
 
 
In Protokoll 1 (Gentamicin 80 mg/kg/d) führt Gentamicin zu schweren 
morphologischen Veränderungen der proximalen Tubuli (P in Feld b). Man 
erkennt eine Vakuolisierung und eine Zerstörung von Teilen des 
Bürstensaums, die mit einer verminderter Immunperoxidasereaktion von 
NHE3 (b, Pfeile) im Vergleich zu den Kontrollen (Feld a, P, Pfeile) 
einhergeht. Im cTAL (Felder a und b, Asterisk) bleibt die 
Immunperoxidasereaktion von NHE3 unverändert. Ebenfalls bleibt die 
Immunperoxidasereaktion von NHE3 im mTAL (T in Feld c und d) 
unverändert.  
MD, Macula densa; G, Glomerulus; P, proximaler Tubulus; Asterisk, cTAL; 
Pfeile markieren die Immunperoxidasereaktion von NHE3 im PT.  
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4.4 Renale Expression der Na-K-ATPase 
Western Blots der α1-Untereinheit der Na-K-ATPase von Kortex und 
ISOM zeigten eine signifikant niedrigere Proteinexpression bei mit 
Gentamicin behandelten Ratten (Protokoll 1) im Vergleich zu den 
Kontrollen. Im Kortex war die Expression auf 68±8% im Vergleich zu 
den Kontrollen, P<0,05 (Abbildung 10a und b, Tabelle 3) und im 
ISOM auf 66±7%, P<0,01 (Abbildung 10c und d, Tabelle 3), 
herabgesetzt. Im Gegensatz dazu war in Protokoll 2 die Expression 
der α1-Untereinheit der Na-K-ATPase weder im Kortex (Abbildung 
10e und f, Tabelle 4), noch im ISOM (Abbildung 10g und h, Tabelle 
4) verändert im Vergleich zu den Kontrollratten.  
 
 
4.5 Renale Expression von NCC 
Die semiquantitative Western Blot-Analyse ergab eine unveränderte 
Proteinexpression von NCC in Ratten mit und ohne 
Gentamicininjektion in Protokoll 1 (Tabelle 3) und Protokoll 2 
(Tabelle 4). 
 
 
4.6 Renale Expression von ROMK 
Im ISOM bestimmten wir die relative Proteinmenge von ROMK 
mittels semiquantitativer Western Blot-Analyse. Die ROMK-
Expression war unverändert bei mit Gentamicin behandelten Ratten 
im Vergleich zu den Kontrollen in Protokoll 1 (Tabelle 3) und 
Protokoll 2 (Tabelle 4).  
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Abbildung 10:  
Semiquantitative Western Blots von Proteinhomogenaten aus Kortex 
und ISOM. 
 
 
 
 
In Protokoll 1 verursacht Gentamicin 80 mg/kg/d eine herabgesetzte 
Expression der Na-K-ATPase im Kortex (a und b) und ISOM (c und d) im 
Vergleich zu den Kontrollen. In Protokoll 2 (Gentamicin 40 mg/kg/d) blieb 
die Expression der Na-K-ATPase im Kortex (e und f) und ISOM (g und h) 
unverändert.  
Die Messergebnisse (b, d, f und h) sind als relative Menge zwischen den 
Gruppen dargestellt. 
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Tabelle 3: Densitometrische Analyse der Proteinexpression   
    von Protokoll 1 (Gentamicin 80 mg/kg/d) 
 
 
 
       GM (n=10)  Kontrolle (n=7) 
 
Kortex 
 NKCC2    51 ± 7 *  100 ± 15 
NHE3     36 ± 4 **  100 ± 5 
Na-K-ATPase    68 ± 8 *  100 ± 8 
NCC     88 ± 24 *  100 ± 8 
CaSR              197 ± 25 **  100 ± 13 
α-ENaC             153 ± 14 **  100 ± 8 
β-ENaC             164 ± 8 **  100 ± 4 
γ-ENaC             197 ± 11 **  100 ± 20 
 
ISOM 
 NKCC2    57 ± 10 **  100 ± 9 
NHE3     59 ± 10  100 ± 18 
Na-K-ATPase    66 ± 7 **  100 ± 5 
ROMK             109 ± 15  100 ± 7 
CaSR              160 ± 18 *  100 ± 15 
β-ENaC             179 ± 15 **  100 ± 6 
γ-ENaC             158 ± 9 **  100 ± 9 
 
 
CaSR, Calcium-Sensing Rezeptor; GM, Gentamicin; NCC, thiazid-sensitiver 
Na-Cl Kotransporter; NHE3, Typ 3 Na/H Austauscher; NKCC2, Bumetanid-
sensitiver Na-K-2Cl Kotransporter; Kortex, enthält Gewebe aus dem Kortex 
und dem äußeren Streifen des äußeren Nierenmarks; ISOM, innerer Streifen 
des äußeren Nierenmarks. 
Messwerte sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben.  
GM n=10, Kontrolle n=7.  
*P<0,05, **P<0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Tabelle 4: Densitometrische Analyse der Proteinexpression   
    von Protokoll 2 (Gentamicin 40 mg/kg/d) 
 
 
 
       GM (n=10)  Kontrolle (n=7) 
 
Kortex 
 NKCC2               50 ± 10 *  100 ± 19 
NHE3                86 ± 13  100 ± 8 
Na-K-ATPase             136 ± 20  100 ± 9 
NCC     89 ± 5   100 ± 6 
CaSR              107 ± 9   100 ± 5 
α-ENaC             110 ± 16  100 ± 11 
β-ENaC             129 ± 19  100 ± 18 
γ-ENaC             143 ± 24  100 ± 17 
 
ISOM 
 NKCC2    60 ± 10 *  100 ± 11 
NHE3     87 ± 16  100 ± 26 
Na-K-ATPase    97 ± 7    100 ± 12 
ROMK    78 ± 23  100 ± 18 
CaSR     98 ± 6   100 ± 4 
β-ENaC             173 ± 9 **  100 ± 6 
γ-ENaC             131 ± 7 **  100 ± 6 
 
 
CaSR, Calcium-Sensing Rezeptor; GM, Gentamicin; NCC, thiazid-sensitiver 
Na-Cl Kotransporter; NHE3, Typ 3 Na/H Austauscher; NKCC2, Bumetanid-
sensitiver Na-K-2Cl Kotransporter; Kortex, enthält Gewebe aus dem Kortex 
und dem äußeren Streifen des äußeren Nierenmarks; ISOM, innerer Streifen 
des äußeren Nierenmarks. 
Messwerte sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben.  
GM n=10, Kontrolle n=7.  
*P<0,05, **P<0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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4.7 Renale Expression des CaSR 
Die Proteinexpression des CaSR wurde im renalen Kortex und ISOM 
von mit Gentamicin behandelten Tieren und Kontrollratten bestimmt. 
In Protokoll 1 ergaben die semiquantitiativen Western Blots eine 
vermehrte CaSR-Expression sowohl im Kortex, 197±25% gegenüber 
Kontrollen, P<0,01 (Abbildung 11a und b, Tabelle 3), als auch im 
ISOM, 160±18% im Vergleich zu den Kontrollen, P<0,05 (Tabelle 3).  
Im Gegensatz dazu war die Proteinexpression des CaSR in Protokoll 2 
bei Ratten, denen Gentamicin injiziert wurde, im Vergleich zu den 
Kontrollen im Kortex (Abbildung 11c und d, Tabelle 4) und ISOM 
(Tabelle 4) unverändert.  
Die immunhistochemische Analyse bestätigte diese Ergebnisse. Die 
Immunperoxidasefärbung war mit der basolateralen Membrandomäne 
im TAL (Abbildung 12a und b) assoziiert. Die Gentamicinbehandlung 
in Protokoll 1 bewirkte eine verstärkte Immunreaktion im kortikalen 
TAL (Pfeile in Abbildung 12b).  
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Abbildung 11:  
Semiquantitative Western Blots von Proteinhomogenaten aus Kortex. 
 
 
Bei Ratten, die mit 80 mg/kg/d Gentamicin behandelt wurden (Protokoll 1), 
war die Proteinexpression des CaSR im Kortex (a und b) hochreguliert; sie 
blieb unverändert im Kortex (c und d) nach der Behandlung mit Gentamicin 
40 mg/kg/d (Protokoll 2). Die Messergebnisse (b und d) sind als relative 
Menge zwischen den Gruppen dargestellt. 
 
 
Abbildung 12:  
Immunhistochemie des CaSR im cTAL von Ratten nach 
Gentamicingabe (80 mg/kg/d) und Kontrollen. 
 
 
Durch Gentamicin wird die Immunperoxidasereaktion von CaSR (b, Pfeile) 
im Vergleich zu Kontrollen (a, Pfeile) gesteigert. G, Glomerulus, Asterisk 
markiert den PT und die Pfeile die Färbung gegen CaSR im cTAL. 
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4.8 Renale Expression von ENaC (α-, β-, γ-Untereinheit) 
In Protokoll 1 wurde die α-ENaC-Expression im Kortex bei den mit 
Gentamicin behandelten Ratten im Vergleich zu den Kontrollen 
signifikant hochreguliert, 153±14%, P<0,01 (Abbildung 13a, Tabelle 
3). Die Proteinexpression der β-ENaC-Untereinheit war signifikant 
erhöht nach Gentamicininjektion: Im Kortex auf 164±8%, P<0,01 
(Abbildung 13a, Tabelle 3) und im ISOM auf 179±15%, P<0,01 
(Tabelle 3). Ebenfalls war die γ-ENaC-Expression deutlich bei mit 
Gentamicin behandelten Ratten gesteigert:  Im Kortex (85 kDa-
Bande) 197±11% gegenüber den Kontrollen, P<0,01 (Abbildung 13a, 
Tabelle 3); die 70 kDa-Bande war nicht sichtbar. Dementsprechend 
war auch im ISOM nach Gentamicinbehandlung die γ-ENaC-
Expression (85 kDa-Bande) signifikant erhöht auf 158±9% gegenüber 
den Kontrollen, P<0,01 (Tabelle 3); wiederum war die 70 kDa-Bande 
kaum sichtbar.  
In Protokoll 2 gab es im Kortex keinen Unterschied in der 
Proteinexpression von α-, β- oder γ-ENaC zwischen den mit 
Gentamicin behandelten Ratten und den Kontrollen (Abbildung 13b, 
Tabelle 4). Im Gegensatz dazu konnte im ISOM nach 
Gentamicininjektion eine signifikant höhere Expression von β-ENaC 
(173±9%, P<0,01, Tabelle 4) und γ-ENaC (131±7%, P<0,01, Tabelle 
4) gezeigt werden.  
Die immunhistochemische Analyse von β-ENaC in Protokoll 1 (ohne 
Abbildung) zeigte nach Gentamicinbehandlung im Vergleich zur 
Kontrollgruppe eine verstärkte Immunperoxidasereaktion im 
Verbindungsstück (CNT), im kortikalen Sammelrohr (CCD) und im 
Sammelrohr des äußeren Nierenmarks (OMCD). Parallel dazu war die 
Immunperoxidasefärbung von γ-ENaC in Protokoll 1 im Vergleich zur 
Kontrollgruppe stärker im CNT, CCD (Abbildung 14a-d) und OMCD 
(ohne Abbildung).  
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Abbildung 13:  
Semiquantitative Western Blots von Proteinhomogenaten aus Kortex. 
 
 
 
(a) In Protokoll 1 (Gentamicin 80 mg/kg/d) war die Expression von  
       α-, β- und γ-ENaC bei den mit Gentamicin behandelten Ratten  
       signifikant erhöht.  Allerdings war die 70 kDA-Bande des γ-ENaCs fast    
       nicht erkennbar, was auf eine geringe Aldosteronaktivität hinweist.  
(b) In Protokoll 2 (Gentamicin 40 mg/kg/d) blieb die Expression von α-, β-  
      und γ-ENaC unverändert.  
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Abbildung 14:  
Immunhistochemie von γ-ENaC im Verbindungsstück (CNT) und 
kortikalen Sammelrohr (CCD) in Protokoll 1. 
 
 
 
 
 
Bei Ratten, die mit 80 mg/kg/d Gentamicin behandelt wurden, war die 
Immunperoxidasereaktion von γ-ENaC verstärkt im CNT (b, Pfeile) im 
Vergleich zu den Kontrollen (a, Pfeile) und im CCD (d, Pfeile) im Vergleich 
zu den Kontrollen (c, Pfeile). 
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5. Diskussion: 
 
 
In dieser Arbeit haben wir gezeigt, dass die Injektion von Gentamicin 
bei Ratten mit einer erhöhten Exkretion von Natrium, Kalium, 
Magnesium und Calcium sowie mit einer verminderten 
Urinkonzentrationsfähigkeit der Nieren assoziiert ist. 
Lichtmikroskopisch imponierte ein schwerer Schaden der proximalen 
Tubuli und Zeichen des Zellunterganges bei Ratten, die nach Protokoll 
1 mit 80 mg/kg/d Gentamicin behandelt wurden. Wie aus früheren 
Studien bekannt, entwickelten diese Ratten im Verlauf zusätzlich eine 
Glukosurie. Übereinstimmend damit konnten wir eine verminderte 
Proteinexpression wichtiger Salztransporter des proximalen Tubulus 
(NHE3 und Na-K-ATPase) beobachten. Dies war nicht der Fall, wenn 
die Ratten mit einer niedrigeren Gentamicindosis von 40 mg/kg/d 
behandelt wurden.  
Nach der Verabreichung von hohen Gentamicindosen war die 
Expression mehrerer Salztransporter im dicken aufsteigenden Teil der 
Henle-Schleife (TAL) erniedrigt, bei der Behandlung mit niedriger 
dosiertem Gentamicin nur selektiv die von NKCC2.  
Die Expression der ENaC-Untereinheiten blieb entweder unverändert 
oder war hochreguliert. Dies ist am ehesten ein 
Kompensationsmechanismus für die reduzierte Salzreabsorption in 
den vorangestellten Nephronsegmenten.  
Die verminderte NKCC2-Expression im TAL trägt vermutlich zum 
beobachteten Konzentrationsdefekt bei, da dadurch die 
Aufrechterhaltung des hypertonen medullären Intersitiums behindert 
wird. Die herabgesetzte Expression von NKCC2 (und das dem zu 
Folge verminderte lumenpositive Spannungsgefälle im TAL) 
verursacht wahrscheinlich die beschriebene Hypermagnesiurie und 
Hypercalciurie. Das transepitheliale Spannungsgefälle ist die 
Antriebskraft für den passiven parazellulären Transport der beiden 
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Kationen. Die erniedrigte Expression von Salztransportern im 
proximalen Tubulus und von NKCC2 tragen vermutlich zur 
gesteigerten renalen Salzexkretion bei.  
Diese Schlussfolgerungen sollen nun im Detail diskutiert werden.  
 
 
5.1 Gentamicin senkt die Urinkonzentration und steigert die   
        Ausscheidung von Natrium, Kalium, Magnesium und  
        Calcium 
Alle mit Gentamicin behandelten Ratten in den Protokollen 1 und 2 
hatten eine erhöhte renale Ausscheidung von Natrium, Kalium, 
Magnesium und Calcium. Dies konnten wir durch die erhöhten 
fraktionellen Exkretionen von Natrium, Kalium, Magnesium und 
Calcium abschätzen. Eine mit Aminoglycosiden assoziierte 
Hypermagnesiurie ist immer mit einer Hypercalciurie 
vergesellschaftet [Elliott et al. 1992, Keating et al. 1977]. Somit ist es 
wahrscheinlich, dass Aminoglycoside die tubuläre Reabsorption 
dieser beiden polyvalenten Kationen in den Nephronsegmenten stören, 
in denen Magnesium und Calcium parallel reabsorbiert werden: dem 
dicken Teil der Henle-Schleife und/oder dem distalen Konvolut [Dai 
et al. 2001]. Wir untersuchten unter anderem die Hypothese, dass eine 
verminderte Expression von NKCC2 im dicken aufsteigenden Teil der 
Henle-Schleife (wie wir es bei den mit Gentamicin behandelten Ratten 
sehen) zur Entstehung der beobachteten Hypermagnesiurie und 
Hypercalciurie beiträgt, da die durch eine erniedrigte NKCC2-
Expression gestörte Salzresorption im dicken aufsteigenden Teil der 
Henle-Schleife das dort herrschende lumenpositive Spannungsgefälle 
senkt. Mehrere vorangegangene Studien konnten zeigen, dass der 
renale Magnsiumverlust, zusammen mit dem Verlust von Natrium, 
Kalium, Calcium und Phosphat, bereits unter therapeutischen Dosen 
von Gentamicin und unmittelbar nach Infusion des Medikaments 
auftritt. Diese Elektrolytverluste treten lange vor anderen Zeichen 
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renaler Dysfunktion oder strukturellen Schäden der Niere auf [Parson 
et al. 1997, Foster et al. 1992, Giapros et al. 2004, von Vigier et al. 
2000].  
 
 
5.2 Dysregulation renaler Salztransporter und des Calcium- 
        Sensing Rezeptors im dicken aufsteigenden Teil der  
        Henle-Schleife 
Wir konnten zeigen, dass eine Behandlung mit relativ hohen 
Gentamicindosen (Protokoll 1) mit einer signifikant verminderten 
Expression des NKCC2 und der Na-K-ATPase im dicken 
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife assoziiert ist, wohingegen die 
Expression von NHE3 und ROMK unverändert bleibt. Im Gegensatz 
dazu war nach der Gabe niedrigerer Dosen von Gentamicin (Protokoll 
2) selektiv die Expression von NKCC2 im dicken aufsteigenden Teil 
der Henle-Schleife herabgesenkt, die des NHE3, der Na-K-ATPase 
und von ROMK unverändert. Da in beiden Protokollen alle mit 
Gentamicin behandelten Ratten eine erhöhte renale Ausscheidung von 
Natrium aufwiesen, ist es wahrscheinlich, dass die verminderte 
NKCC2-Expression eine wesentliche Rolle bei der herabgesetzten 
Salzreabsorption im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife und 
bei der erhöhten renalen Salzausscheidung spielt. Der damit 
verbunden Abfall des lumenpositiven Spannungsgefälles erschwert 
die Magnesium- und Calciumresorption im dicken aufsteigenden Teil 
der Henle-Schleife und führt zu einer Hypermagnesiurie und  
Hypercalciurie.  
 
Die Aktivierung des CaSR hemmt die passive Wiederaufnahme von 
Magnesium und Calcium im dicken aufsteigenden Teil der Henle-
Schleife und den aktiven Transport im distalen Tubuluskonvolut 
[Bapty et al. 1998, Bapty et al. 1998, Hebert et al. 1996, Kang et al. 
2000]. Weitere Studien demonstrierten, dass durch Aktivierung des 
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CaSR sowohl die NaCl- als auch die Calciumausscheidung in Ratten 
und Menschen gesteigert wird [Hebert 1996, El-Hajj et al. 1998]. Die 
in dieser Arbeit beobachtete Hochregulation der CaSR-Expression in 
Ratten nach hochdosierter Gentamicininjektion (Protokoll 1, 80 
mg/kg/d) unterstreicht den Einfluss des CaSR auf eine verminderte 
Salzreabsorption im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife und 
auf eine daraus resultierende verminderte Rückresorption divalenter 
Kationen. In einer vorangegangenen Studie konnte gezeigt werden, 
dass eine experimentell induzierte Hypercalciämie mit einer erhöhten 
CaSR-Expression und einer verminderten NKCC2-Expression 
einhergeht [Wang et al. 2004]. Eine weitere Arbeit zeigte, dass 
Aminogylcosidantibiotika, wie zum Beispiel Gentamicin, als 
polyvalente Kationen wirken und den CaSR aktivieren [McLarnon 
2002].  
 
Zusammen mit den Erkenntnissen anderer Studien unterstützen unsere 
Ergebnisse die Hypothese, dass eine Aktivierung des CaSR (eine 
vermehrte Expression) die Salzreabsorption im dicken aufsteigenden 
Teil der Henle-Schleife senkt und dadurch das dort herrschende 
lumenpositive Spannungsgefälle vermindert. Da letzteres die 
treibende Kraft für den passiven parazellulären Transport divalenter 
Kationen darstellt, würde es folglich zu einer reduzierten 
Rückresorption von Magnesium und Calcium in diesem 
Nephronsegment kommen [Brown et al. 2001]. Übereinstimmend 
damit verursachen Schleifendiuretika wie zum Beispiel Furosemid 
eine Natriurese mit Hypermagnesiurie und Hypercalciurie.  
Es sind zumindest zwei second messenger Systeme bekannt, die durch 
den CaSR aktiviert werden und den NaCl-Transport im dicken 
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife beeinflussen können: Erstens 
die Reduktion des zellulären cAMP und zweitens die Aktivierung von 
P450 und die daraus resultierende Bildung von 20-HETE [Hebert 
2004]. Im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife sind NaCl-, 
 45 
Magnesium- und Calciumtransport wahrscheinlich abhängig von 
cAMP. Hormone, die intrazellulär den cAMP-Spiegel erhöhen (wie 
zum Beispiel Vasopressin, Parathormon, Glucagon und Calcitonin), 
steigern die Wiederaufnahme von NaCl, Magnesium und Calcium im 
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife [de Rouffignac et al. 
1994]. Desmopressin (DDAVP), ein V2-selektiver 
Vasopressinagonist, erhöht die Expression von NKCC2 [Kwon et al. 
2005, Kim et al. 1999]. Der V2-Rezeptor aktiviert die Adenylatcyclase 
und somit könnte die vermehrte NKCC2-Expression durch 
Vasopressin eine Folge von cAMP-Bildung sein. Diese Annahme 
wird dadurch unterstützt, dass im murinen NKCC2-Gen, SLC12A1, 
ein cAMP-regulatorisches Element identifiziert werden konnte 
[Igarashi et al.1996]. Außerdem inhibiert 20-HETE NKCC2 [Amlal et 
al. 1996], apikale Kaliumkanäle [Wang et al. 1996] und die Na-K-
ATPase [Escalante et al. 1991]. Dies hat wiederum eine verminderte 
NaCl-Rückresorption im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife 
zur Folge. Zusätzlich zu diesen Beobachtungen, entwickeln Patienten 
mit stark aktivierenden Mutationen  des CaSR-Gens (autosomal 
dominante Hypocalciämie, OMIM +601199) einen dem Bartter 
Syndrom ähnlichen Phänotyp mit renalem Salz- und Wasserverlust 
und hypokaliämischer Alkalose [Vargas-Poussou et al. 2002, 
Watanabe et al. 2002].  
 
In den Protokollen 1 und 2 war die Expression von β- und γ-ENaC im 
ISOM erhöht. Sehr wahrscheinlich ist dies ein 
Kompensationsmechanismus für die gestörte Salzwiederaufnahme im 
proximalen Tubulus und dicken Teil der Henle-Schleife. Allerdings 
sprechen eine unveränderte Urin-Na/K-Ratio [Bailey et al. 2001] und 
die unveränderte NCC-Expression [Kim et al. 1998] gegen eine 
Aktivierung des Aldosteronrezeptors in diesen Tiermodellen. Die 
Na/K-Ratio im Urin wird im Allgemeinen zur Abschätzung der 
Aldosteronaktivität im distalen Nephron und im Sammelrohr 
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verwendet. Das heißt, bei erhöhter Aldosteronwirkung wäre die Na/K-
Ratio erniedrigt und bei geringerer Aldosteronaktivität entsprechend 
erhöht. 
Es sind also weitere Studien notwendig, um die erhöhte Expression 
der ENaC-Untereinheiten zu verstehen.  
 
 
5.3 Verminderte Urinkonzentration in mit Gentamicin  
          behandelten Ratten 
Wir beobachteten eine Verminderung der Urinkonzentration bei 
Ratten, die mit Gentamicin behandelt wurden. Eine frühere Studie 
zeigte eine verminderte Expression von Aquaporin-1 und Aquaporin-3 
bei Ratten nach Gentamicingabe [Lee et al. 2001]. Darüber hinaus 
konnte die Bildung von cAMP zwar mit Forskolin, aber nicht mit 
Vasopressin stimuliert werden. Forskolin ist ein bekannter direkter 
Stimulator der Adenylatcyclase. Vasopressin stimuliert die 
Adenylatcyclase nach Bindung an einen Rezeptor über einen G-
Protein-gekoppelten Signalweg. Somit sprechen diese Daten dafür, 
dass Gentamicin die cAMP-Bildung auf G-Proteinebene stört. Weitere 
Studien deuten daraufhin, dass Gentamicin die Bildung von cAMP im 
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (äußeres Mark) und im 
Sammelrohr hemmt [Kidwell et al. 1990]. Ob eine solche Störung der 
cAMP-Bildung an der Verminderung der NKCC2-Expression beteiligt 
ist, wurde allerdings noch nicht direkt untersucht. Dennoch ist 
anzunehmen, dass eine herabgesetzte Expression von NKCC2 im 
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife zu einer geringeren 
Salzreabsorption in diesem Nephronsegment und somit zu einer 
reduzierten Gegenstromkonzentrierung führt. Das erschwert die 
Bildung des hyperosmoloaren Interstitiums im Nierenmark und 
schränkt demzufolge die Konzentrierung des Harns ein.  
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5.4 Dysregulation renaler Salztransporter und des Calcium- 
        Sensing Rezeptors im Kortex 
Gentamicin wird im Glomerulum frei filtriert und ausschließlich im 
proximalen Tubulus reabsorbiert. Somit akkumuliert es in der 
Nierenrinde.  In Protokoll 1, in dem den Ratten eine hohe Dosis 
Gentamicin verabreicht wurde, wurde die Expression der 
Salztransporter im proximalen Tubulus vermindert. Dies überprüften 
wir durch Western Blot-Analysen und Immunhistochemie von NHE3, 
Na-K-ATPase und NKCC2. In der Lichtmikroskopie zeigte sich, dass 
die Expression von NHE3 nur im proximalen Tubulus, aber nicht im 
kortikalen dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife vermindert 
war. Zusammen mit der deutlichen Glukosurie, die ja ausschließlich 
durch die hohen Gentamicindosen verursacht wurde, weist das auf 
eine schwere Zellschädigung im proximalen Tubulus hin. Dies lässt 
vermuten, dass die toxische Zellschädigung die Ursache für die 
verminderte NHE3 Expression im proximalen Tubulus ist.  In 
Protokoll 2, in dem den Ratten eine niedrigere Gentamicindosis 
verabreicht wurde, war ausschließlich die NKCC2 Expression im 
Kortex vermindert. Die Expression von NHE3 und der Na-K-ATPase 
blieb dabei unverändert. Dies bestätigten wir sowohl durch die 
Western Blot-Analysen, als auch durch die Immunhistochemie.  
 
In beiden Protokollen blieb die Expression von NCC unverändert. 
Vorangegangene funktionelle Studien zeigten, dass Aldosteron die 
Expression von NCC steigert [Kim et al. 1998]. Die unveränderte 
Urin-Na/K-Ratio bei den mit Gentamicin behandelten Ratten, 
verglichen mit Kontrollen, deutet darauf hin, dass der 
Aldosteronrezeptor in den aldosteronsensitiven Nephronsegmenten 
nicht aktiviert wurde. Dies kann wiederum die unveränderte NCC 
Expression erklären. Die Ergebnisse der Expressionsanalysen von 
ENaC unterstützen diese Annahme. Nur in Protokoll 1 wurde die 
Expression von α-, β-, γ-ENaC hochreguliert. Die 70 kDa Bande der 
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γ-Untereinheit des ENaCs war dabei aber fast nicht erkennbar. Wie 
bekannt, bewirkt Aldosteron eine qualitative Veränderung der γ-
Untereinheit von ENaC, nämlich eine Änderung des 
Molekulargewichtes von 85 kDa auf 70 kDa [Masilamani et al. 1999]. 
Somit ist eine gesteigerte Aldosteronaktivität nicht wahrscheinlich.  
Die Ursachen für die gesteigerte Expression von ENaC bleiben unklar.  
 
Die CaSR Proteinexpression war in Protokoll 1 erhöht. Ursächlich 
könnte eine starke Aktivierung durch Gentamicin selbst sein. Wie 
erwähnt, fungieren Aminoglycoside wie Gentamicin als polyvalente 
Kationen, die den CaSR direkt aktivieren können. Der CaSR könnte 
somit durchaus eine Rolle für die verminderte Expression von 
NKCC2 und der Na-K-ATPase sowie für die herabgesetzte 
Salzreabsorption spielen, die mit einem renalem Magnesium- und 
Calciumverlust einhergeht. Es bleibt jedoch unklar, ob die geminderte 
Expression des NKCC2 und der Na-K-ATPase im Kortex in Protokoll 
1 eine Folge der nephrotoxischen Wirkung von Gentamicin ist oder 
durch eine starke Aktivierung des CaSR vermittelt wurde. 
Vorangegangene Experimente lokalisieren den CaSR auch am Boden 
der apikalen Bürstensaummembranen proximaler Tubuluszellen 
[Riccardi et al. 1998]. Darüber hinaus zeigen neuere Experimente mit 
OK (opossum kidney) Zellen (eine proximale Tubulus-Zelllinie) 
sowie mit CaSR-transfizierten HEK-293 Zellen, dass die 
Überstimulation des CaSR bei der nephrotoxischen Wirkung von 
Aminoglycosiden eine Rolle spielt [Ward et al. 2005]. Die 
Immunhistochemie dieser Studie zeigt eine CaSR-Proteinexpression 
ausschließlich im kortikalen und medullären dicken aufsteigenden 
Teil der Henle-Schleife. Dennoch schließt dies die Lokalisation und 
die funktionelle Rolle des CaSR im proximalen Tubulus nicht aus. 
Um dies zu ermitteln, sind weitere Untersuchungen notwendig. 
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6. Schlussfolgerung: 
 
 
Bei Ratten, die mit Gentamicin behandelt wurden (in niedrigerer 
Dosis, 40 mg/kg/d), könnte die selektiv herabgesetzte Expression von 
NKCC2 im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife eine Rolle 
für die verminderte Urinkonzentration spielen. Da NKCC2 eine 
Schlüsselfunktion für die Rückresorption von Natrium und die 
Aufrechterhaltung des lumenpositiven Spannungsgefälles (der 
treibenden Kraft des passiven Magnesium- und Calciumtransportes) 
übernimmt, hat die verringerte NKCC2 Expression durch Gentamicin 
wahrscheinlich auch eine Bedeutung für die Entwicklung der 
Hypermagnesiurie und der Hypercalciurie.  
Dies geht einher mit dem sowohl klinisch als auch experimentell zu 
beobachtenden Verlust von Magnesium und Calcium durch die Gabe 
von Schleifendiuretika wie zum Beispiel Furosemid.  
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7. Zusammenfassung: 
 
 
Ziel dieser Arbeit war es die zugrunde liegenden molekularen 
Mechanismen für den renalen Verlust von Na+, K+, Ca2+ und Mg2+ in 
mit Gentamicin (GM) behandelten Ratten zu untersuchen. In zwei 
Tiermodellen injizierten wir männlichen Wistar Ratten GM (40 bzw. 
80 mg/kg/d über 7 Tage; GM-40 bzw. GM-80). Wir untersuchten die 
Expression von NHE3, Na-K-ATPase, NKCC2, ROMK, NCC, α-, β-, 
γ-ENaC und des CaSR in der Niere durch Western Blot-Analysen und 
Immunhistochemie.  
Sowohl in GM-40 als auch in GM-80 war die fraktionelle Exkretion 
von Na+, K+, Ca2+ und Mg2+ im Urin erhöht. Die Konzentration des 
Urins war im Gegensatz dazu vermindert. Im Nierenkortex 
zusammengenommen mit dem äußeren Streifen des äußeren 
Nierenmarks (Kortex) des ersten Tiermodells (GM-80) war die 
Proteinexpression von NHE3, Na-Ka-ATPase und NKCC2 
vermindert, die Expression von NCC unverändert und die von CaSR 
im Vergleich zu den Kontrollen gesteigert. Im inneren Streifen des 
äußeren Nierenmarks (ISOM) war bei GM-80 die Expression von 
NKCC2 und Na-K-ATPase herabgesetzt, CaSR war hochreguliert und 
die Expression von NHE3 und ROMK unverändert. Im zweiten 
Tiermodell (GM-40) war die Proteinexpression von NKCC2 im 
Kortex und ISOM vermindert. Unverändert war die Expression von 
NHE3, Na-K-ATPase, CaSR, ROMK und NCC sowohl im Kortex als 
auch ISOM.  
Die Immunhistochemie bestätigte die verminderte Expression von 
NKCC2 im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (TAL) in 
beiden Tiermodellen, GM-80 und GM-40. Die Western Blot-Analysen 
und die Immunhistochemie zeigten eine gesteigerte Expression von  
α-, β-, γ-ENaC im Kortex bei GM-80, aber nicht bei GM-40.  
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die verminderte Expression 
von NKCC2 im TAL durch die Gabe von niedriger dosiertem 
Gentamicin (40 mg/kg/d) eine entscheidende Rolle für die gesteigerte 
renale Exkretion von Mg2+ und Ca2+ und für die Entstehung des 
Harnkonzentrationsdefektes spielt. Bei hoch dosierter Gentamicingabe 
trägt sowohl die verminderte Expression der Salztransporter des 
proximalen Tubulus als auch des TAL dazu bei.  
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8. Abstract: 
  
We aimed to investigate the molecular mechanisms underlying the 
renal wasting of Na+, K+, Ca2+, and Mg2+ in gentamicin (GM)-treated 
rats. Male Wistar rats were injected with GM (40 or 80mg/kg/day for 
7 days, respectively; GM-40 or GM-80). The expression of NHE3, 
Na–K-ATPase, NKCC2, ROMK, NCC, α-, β- and γ-ENaC, and CaSR 
was examined in the kidney by immunoblotting and 
immunohistochemistry.  
Urinary fractional excretion of Na+, K+, Ca2+, and Mg2+ was increased 
and urinary concentration was decreased in both GM-40 and GM-80 
rats. In cortex and outer stripe of outer medulla (cortex) in GM-80 
rats, the expression of NHE3, Na–K-ATPase, and NKCC2 was 
decreased; NCC expression was unchanged; and CaSR was 
upregulated compared to controls. In the inner stripe of outer medulla 
(ISOM) in GM-80 rats, NKCC2 and Na–K-ATPase expression was 
decreased, whereas CaSR was upregulated, and NHE3 and ROMK 
expression remained unchanged. In GM-40 rats, NKCC2 expression 
was decreased in the cortex and ISOM, whereas NHE3, Na–K-
ATPase, CaSR, ROMK, and NCC abundance was unchanged in both 
cortex and ISOM. Immunoperoxidase labeling confirmed decreased 
expression of NKCC2 in the thick ascending limb (TAL) in both GM-
80- and GM-40-treated rats. Immunoblotting and 
immunohistochemical analysis revealed increased expression α-, β- 
and γ-ENaC in cortex in GM-80 rats, but not in GM-40 rats.  
These findings suggest that the decrease in NKCC2 in TAL seen in 
response to low-dose (40mg/kg/day) gentamicin treatment may play 
an essential role for the increased urinary excretion of Mg2+ and Ca2+, 
and play a significant role for the development of the urinary 
concentrating defect, and increased urinary excretion of Na+ and K+. 
At high-dose gentamicin, both proximal and TAL sodium transporter 
downregulation is likely to contribute to this. 
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12. Abkürzungen 
 
 
BSC-1  Bumetanide-sensitive Cotransporter (=NKCC2) 
cAMP  Cyclisches Adenosinmonophosphat 
CaSR  Calcium-sensing Rezeptor 
CCD  Cortical colleting duct (kortikales Sammelrohr) 
ClC-K  Chloride Channel-K (basolateraler Chloridkanal) 
CNT  Connecting tubule (Verbindungsstück) 
CRCL  Creatinin-Clearance 
cTAL Cortical thick ascending limb (kortikaler dicker  
aufsteigender Teil der Henle-Schleife) 
DCT  Distal convoluted tubule (distales Tubuluskonvolut) 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
ENaC  Epithelial sodium channel (epithelialer Natriumkanal) 
FE-Ca  Fraktionelle Exkretion von Calcium 
FE-K  Fraktionelle Exkretion von Kalium 
FE-Mg  Fraktionelle Exkretion von Magnesium 
FE-Na  Fraktionelle Exkretion von Natrium 
HEK-Zellen Human Embrionic Kindney-Zellen 
i.e.  id est, lateinisch für das ist, mit anderen Worten 
IMCD Inner medullary collecting duct (Sammelrohr im  
inneren Nierenmark) 
ISOM Inner stripe of outer medulla (innerer Streifen des 
äußeren Niernmarks) 
mTAL Medullary thick ascending limb (medullärer dicker  
aufsteigender Teil der Henle-Schleife) 
Na-K-ATPase 3 Na+/2K+-ATPase 
NCC Na-Cl Kotransporter (=TSC) 
NHE3 Na+/H+ Exchanger Typ 3 (Na+/H+ Austauscher Typ 3)  
NKCC2 Na+-K+-2Cl- Kotransporter (= BSC-1) 
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OK-Zellen Opossum Kidney-Zellen 
OMCD Outer medullary collecting duct (Sammelrohr im  
äußeren Nierenmark) 
OSOM Outer stripe of outer medulla (äußerer Streifen des 
äußeren Nierenmarks) 
PBS Phophate Buffered Saline 
PBS-T Phosphate Buffered Saline-Tween 
P-Ca gesamt Plasma-Ca gesamt 
P-Cr Plasma Creatinin 
P-K Plasma Kalium 
P-Mg Plasma Magnesium 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
P-Na Plasma Natrium 
P-Osm Plasma Osmolalität 
PT  Proximaler Tubulus 
ROMK  Kaliumkanal Kir 1.1 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
elektrophorese) 
TAL Thick ascending limb (dicker aufsteigender Teil der 
Henle-Schleife) 
TSC Thiazide-sensitive Cotransporter (= NCC) 
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